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以氢键(C—OH…NH)力吸附在 MCC上;相同条件下得到的 MCC和 D-MCC吸附率曲线的差异表明，底物结构的改善比
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Abstract:The cellulase adsorbed and formed enzyme-substrate(ES) compound is a key step in the process of enzymatic
hydrolysis． Through the comparison of cellulase adsorbed on two substrates:microcrystalline cellulose(MCC)with high degree of
crystallinity and decrystallization microcrystalline cellulose(D-MCC)with low degree of crystallinity，it was found that，in the
XPS wide scan patterns of adsorption equilibrium MCC，a new absorption peak of nitrogen element(399． 06 eV)was observed． The
fitting method is adopted to treat the strong peak of XPS-O1s，and the binding energy of this new peak was only 530． 53 eV． In the
infrared absorption range of 3050 － 3550 cm －1，the absorption intensity of OH group decreased with extending adsorption time on
cellulose． The above results proved that new hydrogen bonds (C—OH…NH)between the protein amino(—NH2)and cellulose
molecule chain(—OH)were generated during the cellulose adsorption process． From the comparison of the adsorption rate curves
between MCC and D-MCC，the decrystallization method to improve cellulase adsorption was more effective than enhancing the
temperature． From the comparison of adsorption kinetics between MCC and D-MCC at 35℃，it was indicated that a reduction of
cellulose crystallinity was positive for adsorption rate． MCC with rigid surface was fit for the first-order kinetic hypothesis． D-MCC
















纤维素酶 EC3． 2． 1． 4，来源于黑曲霉(Aspergillus niger)，上海伯奥生物科技有限公司，酶活单位定义
为［4］:1 mg酶 1 min 产生 1 μg 还原糖(以葡萄糖计)为 1U，测试条件为 pH 值 4． 8 柠檬酸盐缓冲液，




称取 5． 0 g的 MCC于 100 mL烧杯中，首先加入 5 mL 去离子水充分润湿，然后缓慢加入 50 mL 磷
酸(85%)，边加边搅拌，混合均匀后烧杯中磷酸的质量分数控制在 83． 03%。于 50 ℃的水浴锅中反应
6 h，立即加入 100 mL去离子水并剧烈搅拌，6 000 r /min离心 10 min，收集全部固体部分，先用无水乙醇
100 mL洗涤(5 次，每次 20 mL)，离心收集固体部分后再用去离子水充分洗涤，以氢氧化钠溶液中和至
pH值 7． 0 左右，最后用丙酮脱水，样品于 50 ℃下真空烘干，即得 D-MCC，备用。
1． 3 酶吸附底物实验
1． 3． 1 酶-底物(ES)复合物制备 在 50 mL 带塞锥形瓶中，先加入 3 g /L 的纤维素酶溶液 5 mL，再加
入 15 mL pH值 4． 8 浓度 0． 01 mol /L的柠檬酸钠缓冲液(酶溶液最终质量浓度为 0． 750 g /L)，然后将锥
形瓶放入培养摇床，恒温 35 ℃，再分别加入 0． 500 0 g的 MCC或 D-MCC粉末样品，摇匀，在吸附 30 min
后，10 000 r /min离心 10 min，所得固体粉末样品于去离子水中浸泡 1 min后，低速离心 1 min(800 r /min)，
倾去上清液，样品于 35 ℃真空干燥，即得 ES复合物，备用。
1． 3． 2 酶对底物的吸附率 按 ES 复合物的制备，控制温度分别为 5、20 和 35 ℃，在吸附时间分别为







上述酶溶液质量浓度采用紫外法［5］在 280 nm波长处检测。酶标准溶液的质量浓度分别为 0． 050、
0． 075、0． 100、0． 300、0． 500、0． 750、1． 000 和 1． 500 g /L，酶溶液质量浓度(C)与吸光度值(A)的线性方
程为:
A = 1． 000 9C + 0． 013 (2)
线性方程的相关系数(r)为 0． 999 5，具有高度的相关性。说明酶液质量浓度在 0． 050 ～1． 500 g /L
的范围内，与其吸光度值的关系严格符合朗伯-比尔定律。
1． 4 表征与分析
1． 4． 1 X射线衍射(XＲD)分析 在 D /max-ⅢA 型 X 射线衍射仪(日本理学电机工业株式会社)上进
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行。检测条件:Cu靶，电压 40 kV，电流 30 mA，波长 0． 154 2 nm，扫描速度 12(°)/min，扫描范围5°～50°。
结晶度(Xc)按下式计算:
Xc = Fc /(Fa + Fc)× 100% (3)
式中:Fc—XＲD图谱中结晶区的积分面积;Fa—XＲD图谱中非结晶区的积分面积。
1． 4． 2 傅里叶红外光谱(FT-IＲ)分析 在 NEXUS 红外光谱仪上进行。扫描范围:4000 ～400 cm －1;分
辨率 4 cm －1;取 2 mg 样品混合于 200 mg KBr粉末中，在压片机上压片，压力 10 MPa，时间 2 min。
1． 4． 3 X射线光电子能谱(XPS)分析 Thermo-VG Scientific公司生产的 ESCALAB 250，分析室工作时
的真空度为 2． 026 5 × 10 －4 kPa(打开 X射线源的情况下)。使用 X 光源:单色化的 Al Kα 源(Mono Al




2． 1． 1 XPS 分析 ES 复合物经 XPS 宽扫描分析，结果见图 1。由图 1 中可见，未吸附纤维素酶的
D-MCC仅有碳元素(C)与氧元素(O)出峰，二者以积分面积计算的摩尔分数分别为 65． 98%和 34． 02%;
吸附酶液的 ES 复合物的图谱上则出现了少量氮元素(N)，其结合能为 399． 06 eV，其摩尔分数为
2． 50%，另外碳元素摩尔分数为 66． 03%，氧元素摩尔分数为31． 47%;O /C比值由 0． 516 下降到 0． 477。
由此可知，少量蛋白酶分子吸附到纤维素样品上，由于酶蛋白分子中富含氨基(—NH2)，因而带入了氮
元素，这也证明了纤维素酶确实吸附到了纤维素表面。




O1s2(C—OH)，其摩尔分数与结合能分别为 70． 56%(531． 13 eV)和 29． 44%(531． 69 eV)。
图 1 D-MCC和 ES的 XPS宽扫描图谱
Fig． 1 XPS wide scan patterns of D-MCC
and ES compounds
图 2 吸附酶对 D-MCC的 XPS-O1s峰的影响
Fig． 2 Effects of enzyme absorption on the
XPS-O1s peak of D-MCC
图 2(b)中，酶吸附所得 ES复合物由于酶蛋白的氨基(—NH2)与纤维素分子链的羟基(—OH)形成
了新的氢键(C—OH…NH2)，将其 O1s峰分为 3 个小峰
［8－9］:O1s1、O1s2 和 O1s3(C—OH…NH2)，其摩
尔分数与结合能分别为 83． 60%(531． 05eV)、10． 46%(531． 69eV)和 5． 94%(530． 53eV)。可以看出，
由于氧负离子的吸引作用，C—OH…O 中 C—O 的结合能降低了 0． 56eV;而氮负离子的电负性要强于
氧，所以 C—OH…NH2 中 C—O的结合能降低更多，为 1． 16 eV。由此也证明，纤维素酶与纤维素样品
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确实发生了吸附作用，其作用力主要是氢键 C—OH…NH2 键。
2． 1． 2 XＲD分析 样品 XＲD分析结果见图 3，经公式(3)计算可知，MCC 的 Xc 为 92． 23%，以浓磷酸
解结晶处理 6 h后的微晶纤维素样品(D-MCC)的 Xc 为 53． 38%。
2． 1． 3 FT-IＲ分析 图 4 为吸附不同时间所得纤维素样品在 3050 ～3550 cm －1波数范围内的红外图谱，
这一范围的红外吸收峰对应了—OH基团强烈的伸缩振动以及纤维素分子内与分子间氢键的振动。
图 3 MCC(a)和 D-MCC(b)的 XＲD图谱 图 4 吸附时间对 D-MCC红外吸收强度的影响
Fig． 3 XＲD spectra of MCC(a)and D-MCC(b) Fig． 4 Effect of enzyme absorption time on FT-IＲ of D-MCC
由图 4 可见，D-MCC吸附酶 0、8、20、60 和100 min 后，3050 ～3550 cm －1波数范围对应的羟基红外吸
收强度呈缓慢下降趋势，说明随着酶吸附时间延长，纤维素酶分子中的吸附区蛋白不但吸附于纤维素表
面，而且随着吸附量的增加，以形成新的氢键(C—OH…NH2)的形式影响着原有的氢键(C—OH…




蛋白的吸附状况，本研究将吸附温度设置在比较低的 5 ～40 ℃范围，分别为 5、20 和 35 ℃。图 5 为 MCC
和 D-MCC在不同温度下对纤维素酶的吸附率曲线。
图 5 纤维素酶在不同温度的吸附率曲线
Fig． 5 Absorption rate curves of cellulase at different temperatures
由图 5(a)可知，随着温度升高，酶在 MCC 上吸附量随之增加，35 ℃时酶吸附率是最大的，说明酶
吸附过程需要一定能量以加速酶蛋白分子的运动，并有助于酶蛋白与纤维素大分子之间形成新的某种
程度的化学键结合，例如形成 H2N…HO—C氢键。在 5、20 和 35 ℃时酶的吸附率曲线均呈现在开始阶
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段快速上升，之后增幅趋缓，然后逐渐接近一个吸附平衡的状态。平衡状态时，纤维素酶在高结晶度的
MCC上的吸附率都不大，35 ℃时也只有 30%左右。
图 5(b)中，质量浓度 0． 750 g /L的纤维素酶液在 3 种温度下，D-MCC在吸附的前 10 min 吸附量快
速增加，在 10 min左右就达到平衡状态。对比图 5(a)和(b)发现，D-MCC 达到平衡状态的时间远远低
于 MCC(40 min)。MCC在不同温度下，吸附率差异较大，而 D-MCC 的差距则不大，5 ℃时的最大吸附
率为 60%，20 ℃时为 66%，35 ℃时为 72%，说明通过解结晶可显著降低吸附底物的刚性的结晶结构，
可大大提高底物对酶的吸附率，而且其对提高酶吸附率的贡献超过了温度对酶吸附的促进作用。3 种















ln(1 － qt /qe)= － Ka·t (4)
式中:qt—t时间时的吸附量;qe—平衡吸附量。
qt /qe 为酶吸附率，将式(2)代入公式(4)，可得:
ln(1 － ηa)= － Ka·t (5)
ln(1 /(1 － ηa))= Ka·t (6)
图 6 纤维素对酶吸附的数学模型(35 ℃)
Fig． 6 Absorption rate mathematical modeling
of absorbed enzyme on cellulose(35 ℃)
将纤维素酶在 35 ℃时对 MCC和 D-MCC的吸附率与时间的关系分别按照公式(6)作图，得到图 6，








图 7 是 MCC和 D-MCC在 35 ℃时，对酶吸附率的实验值
与理论计算值的对比。由图 7(a)可看出，MCC的实验值与理
论计算值吻合较好，相关系数为 0． 975 5，说明酶对高结晶度
的 MCC的吸附过程是准一级的动力学过程，而由图 7(b)可
看出 D-MCC 的实验值与理论计算值吻合度一般(r =
0． 852 3)。说明解结晶后 D-MCC 与 MCC 结构有较大差异，
低结晶度的 D-MCC表面原有的光滑的刚性晶体结构被相对
粗糙的柔性结构取代，酶蛋白可以通过静电吸附作用吸附在
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图 7 纤维素酶吸附率的实验与理论计算曲线(35 ℃)
F ig． 7 Experimental and mathematical absorption rate curves of enzyme absorbed on cellulose(35 ℃)
其表面，而不一定通过形成新的氢键来吸附;另一方面 D-MCC在溶液中有一定溶解性，吸附过程中底物
浓度不恒定，有一定波动。因此，相对柔性的 D-MCC 与刚性的 MCC 的酶吸附过程不完全一致，D-MCC
的酶吸附过程不完全满足推导吸附动力学方程的假设条件。
3 结 论
3． 1 酶吸附平衡后的微晶纤维素(MCC)的 XPS 宽扫描图谱中出现少量氮元素(399． 06 eV)，XPS-O1s
大峰拟合后多了一个结合能较低的小峰，结合能为 530． 53 eV;3050 ～3550 cm －1范围的红外吸收强度，随
着酶吸附时间小幅度降低。说明纤维素酶通过酶蛋白的氨基(—NH2)与纤维素分子链上的羟基
(—OH)之间以氢键(C—OH…NH2)力吸附在 MCC上。
3． 2 相同条件下得到的 MCC和解结晶微晶纤维素(D-MCC)吸附率曲线的差异表明，底物结构的改善
比提高温度更能提高酶吸附率。
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